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沙眼衣原体的 P CR 检刚
郊本昌 苏文全
沙眼衣原体 (Ch l a柳d i at r a c人 , a t i、 , C . t )
可引起眼部感染 ,还可引起尿道炎 、 宫颈炎 、 子
宫内膜炎 、 输卵管炎 、 附翠炎 、 直肠炎等多种疾
病 。 在欧美国家 , C . t 在泌尿生殖道感染 中的阵
重性 已超过淋球菌而成 为性 传播疾病的主要
病原体 `几。 在国内 ,对 C 一 类疾病的许多情况尚
不清楚 , 据部分地区调查的结果表明 , 在解睬
睬原体 ( U er a P l a s。 : a u r e a l夕t i“ ` , ) , 人型支原体
(八巧,c oP za s m a h , i n i s ) , 沙眼衣原体三种 人类
泌尿生殖道感染的常见病原体 中 C . t 抗体的
阳性率是最高的 〔2〕 。 广州地区性病沙眼衣原体
的血清型分析结果与国外报道的基本相似 〔3 〕 。
感染衣原体的孕妇 ,产下的婴儿中有 50 ~ 70 %
将成为带菌者 〔` , 。 目前 . C . t 的实验室诊断方法
主要有 : 细胞培养法 、 直接免疫荧光法 ( D F A ) 、
微量 免疫荧光 法 ( M IF ) 、 酶联 免疫吸 附试验
( E L I S A )
、
D N A 探针 杂交法和 P C R 法 等 . 其
中以 P C R 法简便快速 , 具有高度 的敏感性和
特异性 。
一 、 沙眼衣原体的主要生物学特性
〔’ 一 专性细胞内寄生 , 具有独特的 生活周
期 · 由有感染性的原生小体 ( E l e m e n t a r y b o d y )
和非感染性的 网状体 ( R e t i e u l a t e b o d y )构成 ,
在宿主细胞内能形成典型的胞浆包涵体 。 C . t
的外膜复合物的主要成份是 4 0 . 60 , 1 2 k D 的蛋
白质和脂多糖 (L P )S 。 主要外膜蛋白 ( M O M )P
为 4 k0 D 蛋白质 , 具 有复杂的抗原 系统 , 包括
型 、 亚种 、 种 . 可能还有属特异性抗原决定簇 。
C
.
t 可根据主要外膜蛋 白抗原的不同分成 18
个血清型即 A ~ K 、 B a 、 L l 、 L Z 、 L 。 、 D : 、 1. 、 L Z。血
清型 , 其中 D ~ K 血清型在成 人可引起泌尿生
殖道感 染 。 C . t 的基 因 组 为 1 . 4 5 k b 的双链
D N A
. 属于基因组最小的 原核生物之一 , 仅为
大肠杆菌的 1厂3〔们 。 其 R N A 的主要成份是 21 、
16
、
4 s r R N A
。 所有的 C . r 都含有 7 . s k b 的 “ 隐
蔽 ” 质粒 , 并 且发现这种质粒 与其它生物间没
有同源序列 。 C . t 耐冷而不耐热 , 一 50 ℃ 以下活
性可保持 1 年以上 , 4 C 下只能保存 1 周 . 50 C
加热 3 om i n 死 t 。 干燥 易失活 ,对 乙醚 , 氧化
剂 , 硫柳汞 , 链霉素 , 新霉素等有抵抗 力 . 但能
为洒精 、 甲醛等迅速杀灭 , 对多种抗生素敏感 。
二 .C t 的 P C R 检测
P C R ( P o l y m e r a s e C h a i n R e a e t io n )是八十
年代 中期 才建立和发展起来的用于体外扩增
特 定 D N A 序列的技术 。 其原理是 : 将待扩增
D N A 先加热 变性 成单链 . 以此 作为模板与 位
于待扩增序列两侧分别与模板 D N A 的相对链
互补的两 个寡核昔酸引物退火 . 在四 种 d N T P
和 T aq 聚合酶的存在下使引物沿模板延伸 。 这
样 , 变性 、 退 火和 引物延伸三步成 为一个扩增
循环 。 由于每一轮扩增的产物均可作为下`一轮
扩增的模板 , 因此每 一轮循环所 产生的 D N A
拷 贝数均比前 一轮多一倍 ,经过 30 个循环后 .
靶序列的拷 贝数增加约 1护一 1汗 倍 。 由于这种
方 法 十分简便 , 实用性强 , 灵敏度 高并可 自动
化 ,因此得 到 广泛地使 用 。 传染病 的诊断是
P C R 技术应用的一个重要方面 。
( 一 ) C . t 引物的设计 : P C R 技术的关键是
引物的 设计和人工 合成 . 它决定了 P C R 扩增
片段的长度 、 位点以 及扩增的特异性 。 C . t 的
P C R 检测首先要选择具有特异性的扩增 D N A
片段 。 目前 已经测序并 已用于 P C R 检测的 C . t
作者单位 : 厦门大学生物学 系 (厦 门 , 3 6 1 0 0 5 )
中国人 兽共您病杂志 1 , 。 5年第 n 卷第 6期
D N A 主要有三种 : 1 6 s r R N A 基因 〔` , 、 7 . s k b 质
粒 〔, , 、 主要外膜蛋 白 (M O M P )基 因 `弓, 。 其中 ,
16 s r D N A 高 度保守 , C . , 与鹅鹉 热衣原体的
1 6 s rD N A 的同源性约 95 % , 适于段的长度 ,位
点以及扩增的特异性 。 C . t 的 P C R 检测首先要
选择具有特异性的扩增 D N A 片段 。 目前已经
测序并 已用于 CP R 检测的 C . t D N A 主要有
三种 : 1 6 s r R N A 基因 汀` 〕 、 7 . s k b 质粒 〔 , , 、 主要外
膜蛋白 ( M O M P )基因 〔 , , 。 其中 , 1 6 s r D N A 高度
保守 . C . t 与鹅鹉热衣原体的 1 6s r D N A 的同源
性 约 95 % , 适 于构 建 C . t 属 特 异性引物 〔, , 。
7
.
s k b 质粒是 18 型 C . t 共同的内源引物之间
也在引物与靶 D N A 之间起作用 ,从而影响引
物的退火温度 , 而退火温度的高低又直接影响
P C R 的敏感性 。 L . O s t e r g a a r d 等 〔, o〕设计 T 两
套引物 (见附表 ) ,第一套引物中 ( C 十 G ) % 低 ,
第二套引物 (C 十 G ) %高且超过 了靶 D N A 中
的 ( G + C ) % 。 实验结果表明 , 第一套引物的最
适退火温度为 45 C , 而第二套引物的最适退火
温度为 57 ℃ , 且第二套引物的敏感性比第一套
引物有明显的提高 。 设计引物时 , 当考虑到引
物的 ( C 十 G ) %时 , 还要 尽可能地使 引物对 中
两个 引物有相近 的 ( C + G ) % , 并使它 们超过
靶 D N A 的 ( c + G )% 。 这样就可以避免在引物
与靶 D N A 之间退火之前 , 靶 D N A 之 间退火 。
高的退火温度能产生高的敏感性的原因是 由
于高温降低了单链 D N A 的二级结构的形成 。
实际上 , 随着循环次数的增加 , P C R 敏感性 却
降低的原因就是由于扩增 D N A 片段之间的退
火所引起的 〔 , 2 , 。
附表 C . t 引 物 的 设 计
引 物
引物
对 I
弓!物
对 .
碱基顺序 扩增片段长度 最适退火温度 ( 亡 )
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(二 ) 采样和样品处理 : 在进行 P C R 检测
之前 , 首先要采样 。 目前样品主要有两个来源 :
一是尿液 , 二是细胞或粘膜分泌物 。 如取尿样 ,
只需将收集到的初段尿放到灭过菌的容器中 ,
不要加任何防腐剂 。 样品在室温下运输 , 4℃下
可贮存达 9 h6 。 如取细胞或粘膜分泌物 , 一般用
棉拭子或人造纤维拭子从粘膜上皮上采取 , 置
于蔗糖磷酸盐缓冲液中 , 再加 2 %胚胎小牛血
清和抗生素〔川 , 于 一 70 ℃下可贮存 12 一 14 h 。
D N A 的提取可用常规方法进行 , 如用 0 . 5%
S D S 和蛋白酶 K 处理 ,酚氯仿抽提以及乙醇沉
淀 , 经分光光度计定量 , 取 50 一 1 0 0n g 总 D N A
作 P e R 扩 增 〔 , , 。 或 样 品 中加 N o n id e t p 一 4 0 ,
T w e e n Z o 和蛋 白酶 K 于 5 6℃处理 6 om i n , 再
煮沸 3m in 即可 〔 , “ 〕 。 或将样品置于小离心管煮
沸 10 m in 后直接 扩增 , 也 能 获得满 意 的效
果 乏, 4〕 。
( 三 ) P C R 扩增 : 在反应缓 冲液 中加入
T aq D N A 聚合酶 、 4 种 dN T P 、 人工合成的引物
和经过处理的样品液 。 P C R 的每一循环包括扩
增特异性 D N A 双链的变性 , 引物与单链 D N A
互补序列的退 火 , 以及在引物 3 `端 以 D N A 链
为模板进行延伸三个步骤 。 反应的变性温度为
95 U
、 退火温度为 60 ℃ (各种 P C R 的退火温度
不完全一样 , 甚至相差很大 , 这主要取决于引
物的结构 ) 。 而第一循环于 95 ℃下 s m in , 使样
品 D N A 充分变性 , 然后于 60 ℃下退火 l m in ,
以后都是 9 5 c 下变性 3 0 5 , 6 0 e 退火 i m in 。 经
30 个循环后于 72 ℃ 下 s m in 后加变性溶液 。 实
验各步骤的温度和时间随引物的 ( C 十 G ) %和
扩增片段的长度等因素而定 。 此外 , 影响 P C R
扩增效率的因素还有 : T aq D N A 聚合酶的浓
度 , 待扩增 D N A 的浓度 , 以及 M g “ 十等物质的
浓度 。 扩增产物可作 2% 琼脂糖 电泳或 lu ~
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2 1 %P A G E电泳 , 加滨乙锭显色或先将扩增物
经适 当的限制酶消化后再作电泳 。 根据凝胶上
出现的清晰的 D N A 扩增带的位置 , 可直接判
定结果 。
由于引物不一样 , P C R 扩增的 D N A 片段
的长度就不一样 , 甚或相差很大 。 L . O st er -
ga a d 〔
,刃设计的两对不同的质粒引物 , 它们的扩
增片段长度分别为 s o 3b p 和 4 7 3 b p (见附表 ) 。
J
.
E
.
aB
u w e n s 〔 , 5〕设计了一对质粒引物 , 其扩
增片段长为 Z o 7b p 。 R . R o o s e n d a d 〔 , ” 分别根据
质粒 , 主要外膜蛋白基因和 1 6 s r D N A 设计出
三对引物 , 它们的扩增 片段长度分别为 2 0 lb p 、
z 2 9 b p 和 3 l o b p 。 W e l e h 等 〔“ 〕根据 7 . s k b 质粒
O R F一 1序列设计一对引物 , 扩增片段长度为
13 7b p
。 可见 P C R 扩增片段的长度 , 主要取决
手实验所设计的引物 。
三 P C R 检测的准确性
最早检测 C . t 的方法是用碘染色后检测
胞内的包涵体 , 由于其敏感性差 (大约 40 % ) ,
现在 已很少使用 。 细胞培养法 , 虽敏感性和特
异性都较高 , 但仅限于检测有症状的患者 , 且
较费时 、 费力 , 对条件和技术要求很高 。 但由
于细胞培养法极少有假阳性 , 从而一直被奉为
评价非培养法的 “ 金标准 ( g o ld e n s t a n d a r d ) ” 。
直接荧光抗体测定 ( D F A ) 特异性好 , 易操作 ,
敏感性也较高 , 但在辨认原生小体数或背景荧
光时易受主观因素的影响 。 酶联免疫吸附试验
( E L sI A ) 操作较简单 , 检测的速度也很快 , 但
有时敏感性相对较低 〔` 。 ’ 。 D N A 探针法 , 虽敏感
性和特异性都很高 , 但 由于标记有 ’ ZP 同位素 ,
而使它的使用受到限制 。
P C R 法是一种非细胞培养检测 C . t 的方
法 。 它具有较 高的敏感性 和 特异性 : J . .E
aB
u w e n s 等 〔` 5〕对 36 5份尿样分别进行 P C R 检
测和细胞培养检测 , 结果细胞培养的敏感性和
特异性分别为 85 %和 1 0 0 % , 而 P C R 检测分别
为 9 7%和 9 9 . 7 % 。 L . O s t e r g a a r d 等 〔 , o 〕对 2 2 8
份样 品 进 行 检 测 , P C R 技 术 的 敏 感 性 为
10 0 %
, 特异性为 93 % , 而细胞培养方法的为
79 % 和 1 0。% 。 当 P C R 运转 40 个循环时 , 其敏
感性可达到 1 0 一 ” g D N A , 这个数值相当于一个
拷贝的质粒 , 而正常 C . t 细菌内质粒的拷贝数
为 1 0 左右 。 R . R o o s e n d a a l 等 〔` 7〕设计了三对弓I
物分别扩增质粒 , M O M P 基因和 1 6 s r D N A ,对
13 例经细胞培养显不同程度阳性 的病人进行
检测 。 结果质粒引物的敏感性最高 。 同时他们
把这三种引物 P C R 与 M IF 和细胞培养法进行
了比较 。 4 例 M IF 和细胞培养以及质粒引物
P C R 呈阳性的病人 (其中 3 例 M O M P 基因和
1 6 s r D N A P C R 呈阳性 , 另一例呈阴性 ) , 经一
星期的治疗后 , M IF 、 细胞培养 、 M O M P 基因
P C R 以及 1 6 s r D N A P C R 都呈阴性 , 而在 l一
3 周内 , 质粒 P C R 检测结果有三例阳性 , 这表
明 P C R 技术的准确性是较高的 , 而且不同来
源的引物其敏感性不一致 。 范俊等 〔` 8〕以内源性
质 粒 引物 对 28 份 试样进 行 P C R 检 测 , 与
E L I S A 比较 , 前者的灵敏度远较后者高 。 .G
J a
s e h e k 等 〔, 9 〕把 P C R 技术与比色微量孔技术
结合起来 。 用生物素标记的引物扩增 , 然后将
变性的扩增产物加到含有捕获探 针 C P 3 5的微
量孔中 , 杂交 、 洗涤 、 再加亲和素— 辣根过氧化物酶结合物 , 洗去多余的结合物 , 再加过
氧化氢和 四 甲基联苯胺作 为辣根过 氧化物酶
底物 , 反应 10 m in , 中止反应 。读 A ; 5。的光密度 。
大于 0 . 25 的为阳性 , 小于 0 . 25 的为阴性 , 他
们用这种方法对 5 30 份尿样进行检测 , 与细胞
培养相比 , 其敏感性和特异性分别 为 94 %和
9 9
.
8%
, 而细胞培养的敏感性和特异性分别为
68
.
4%和 10 0 % , 这种方法不仅准确率高 , 而且
省去了电泳这一步骤 , 从而使检测起来更加快
速 。 以上实验证明 , P C R 技术在检测 C . t 时具
有高度的敏感性和特异性 。
由于 P C R 技术具有高度的敏感性 , 易出
现假阳性现象 。 所以防止污染是保证 PC R 技
术高准确性的一个重要环节 。
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共 3 批酶标抗体 :第 1 批 CB。 1 , 8 0
d e 7 1 : 4 0 0 ; 第 2 批 C B 。 l : 1 6 0 0 d e , 1 :
4 0 0 ; 第 3 批 C B , 1 : 8 0 0 d e 7 1 : 2 0 0 。
二 、 用 E L IS A 对 5 0 份鲜奶样品进行检
测 . 得到 阳性 结果 7 份 , 其阳性检 出 率为
1
.
4%
, 同时做常规方法检测 , 其阳性数 6 份 ,
阳性检出率为 1 . 2% 。
敏感性 二
1 0 0 % 一 1 0 0 马百
特异性 一
真阳性数
真阳性数 + 假阴性数 火 1 0 0% 一
一卫一
6 ~ 0
真阴性数
真阴性数 + 假阳性数 火 1 0 % 一
4 9 3
4 9 3 + 1
火 1 0 0% 一 9 9 7%
符合率一翅黔箫丝邀 x 10 %一瑞旦
别适合于大量样品的快速筛选的需要 。
二 、 在 5 0 0 份未消毒鲜牛奶中 , 我们用直
接 E L IS A 方法检测时 , 阳性样品数比国标方
法多 1 份 . 后经再用国标方法复检时 , 证实是
沙门氏菌 , 说明常用的国标方法存在漏检 。 其
原因系国标方法检测程序繁多 , 当检样中细菌
数量少时 , 不易检出 。
三 、 用直接 E LI S A 力一法之前 , 对被检样品
中的细菌需用 M一肉汤增菌 6 ~ 10 h , 其 目的
主要使沙 门氏菌的鞭毛充分发育 , 提高直接
E L I S A 的检出率 , 消除样品中的杂质的非特异
性干扰 。
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